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La presente invention a pour objet un nouveau procede d'isolement de 
proteines de lait, la composition, isolat de proteines de lait ou fraction proteique laitiere, en 
resultant et ses applications, notamment alimentaires et pharmaceutiques. 

On connait pltisieurs documents de Tart anterieur decrivant la purification 
5 de proteines de lait. 

Le document EP-253395 decrit i'obtention d'une lactoferrine bovine de 
haute purete (>80% en une etape ou >98% en deux etapes) par adsorption de lait ou de 
lactoserum sur une resine echangeuse de cations comprenant des radicaux carboxymethyle, 
puis ringage et desorption de la lactoferrine. 

'0 Le document EP-348508 decrit egalement un procede de preparation 

crime lactoferrine bovine de haute purete (>95%) par adsorption de iait ou de lactoserum 
sur une resine echangeuse de cations de type polysaccharide comprenant des fonctions 
ester d'acide sulfurique et elution par une solution aqueuse de sel. 

Le document EP-298875 decrit un procede permettant d'isoler certaihes 

15 proteines du lactoserum par adsorption sur un support mineral poreux sous forriie de 
grains, ces grains etant recouverts d'une couche de polysaccharide amine presenfant en 
surface des groupements fonctiohnels acides, tels que des groupements carboxyliques ou 
sulfoniques. 

Le document EP-4 18704 decrit un procede pour purifier 
20 sequentiellement la lactoferrine et la lactoperoxydase par elution sur une colonne chargee 
avec une resine polysaccharide greffee par des groupes acide sulfonique. 

Le document US-6,096,870 decrit un procede de separation sequentielle 
de proteines du petit lait par elution sur des resines cationiques. 

Le document EP-1017286 decrit un procede de separation sequentielle de 
25 proteines du petit-lait par chromatographie a flux radiaL 

La lactoferrine et la lactoperoxydase sont des proteines du lait dotees de 
proprietes interessantes : Ieur capacite a Iier le fer leur confere un role d ! agent anti- 
bacterien contre les bacteries dont le metabolisme requiert d'importantes quantites de fer. 
La lactoperoxydase est indispensable au marquage proteique par Tiode. La lactoferrine 
30 favorise la croissance des lymphocytes et favorise Tabsorption du fer par I'organisme, elle 
regule la differentiation des leucocytes et elle inhibe la peroxydation des lipides. 

Toutefois, tous ces documents concement des procedes visant a obtenir 
une lactoferrine et/ou une lactoperoxydase les plus pures possibles, c'est-d-dire des 
procedes visant a reduire le plus possible la proportion des autres proteines initialement 



presentes dans le lait ou le lactoserum. En outre, les conditions de fixation de la matiere 
premiere et dilution des proteines sont des conditions douces, avec des flux de matieres 
lents. En revanche, Tobjectif que s'est fixe la demanderesse est I'obtention d'une fraction 
profeiqiie laitiere "Tfomprenant" " enfre autres* "c6nstifuants""cle la lactofenine '"et" de" la 
5 lactoperoxydase, mais comprenant surtout une proportion des autres proteines plus elevee 
que dans le lait ou le lactoserum de depart. Pour cela la demanderesse a mis au point un 
precede avec des flux beaucoup plus eleves que ceux decrits dans les documents analyses 
ci-dessus, ce procede permettant une fixation plus selective vis-a-vis de certaines proteines. 

Le document W093/13676 divulgue un procede permettant d'isoler la 
10 Iactoferrine et la lactoperoxydase par passage sur une resine echangeuse de cations a flux 
eleve, a partir de petit-lait. Ce procede se distingue du procede selon la presente invention 
par le fait que le flux est plus eleve que dans le procede selon Tinvention (superieur k 
5 m/h) et qu f il vise a purifier la Iactoferrine et la lactoperoxydase, et non pas a obtenir une 
fraction proteique laitiere particuiiere contenant un taux relativement eleve des autres 
1 5 proteines et dotee de proprietes biologiques ameliorees. 

On connait egalement, par le document EP-704218 un agent destine a 
renforcer les os, cet agent comprenant une fraction proteique basique ou une fraction 
peptidique basique, issues du lait et obtenues par passage du lait sur une r6sine cationique 
et elution. Toutefois, les conditions d'adsorption et d r elution decrites dans ce document 
20 sont distinctes de celles employees dans le procede selon Tinvention et permettent d'isoler 
une fraction proteique distincte de celle obtenue selon la presente invention. 

Les documents JP-8165249, JP-9187250, JP-9294537 et EP-1010430 
decrivent des compostions destinees au renforcement des os et/ou de prevention des 
maladies parodontales, ces compositions comprenant une fraction proteique basique 
25 derivee du lait obtenue par adsorption du lait et elution sur une resine cationique. 
Toutefois, les conditions d'adsoiption et dilution decrites dans ces documents sont 
distinctes de celles employees dans le procede selon Tinvention et permettent d'isoler une 
fraction proteique distincte de celle obtenue selon la presente invention. 

Ainsi, e'est avec etonnement que la demanderesse a decouvert un 
30 nouveau procede d'isolement de proteines de lait permettant d'obtenir une fraction 
proteique laitiere dotee de proprietes biologiques ameliorees, notamment une fraction 
proteique laitiere favorisant la croissance des osteoblastes. 

L' invention a pour objet un procede d'isolement de proteines de lait a 
. partir de lait ou d'uir lactoserum cqmportant les etapes suivantes : .... 



a) le lait ou Ie lactoserum est sterilise et degraisse ; 

b) la fraction laitiere issue de Petape a) est passee sur une resine 
echangeuse de cations conditionnee dans une colonne d'elution ; 

c) la fraction retenue sur la resine est eluee par une solution aqueuse 

5 salee ; 

d) 1'eluat resultant de Uetape c) est dessaie, de preference par 
• ultrafiltration, et diafiltration puis sterilise, de preference par microfiltration. 

Ce procede etant caracterise en ce que : 

a) la resine echangeuse de cations est une resine greffee par des 
10 fonctions acides fortes ; 

le parametre BV designant le rapport du volume de mattere premiere au 
volume de resine humide dans la colonne, 

le parametre SV designant le rapport du debit d'alimentation de la 
colonne au volume de resine humide dans la colonne, 
15 le parametre LV designant le rapport du debit d'alimentation de-; la 

colonne a la section de la colonne, 

P) au cours de Tetape b), les parametres de fixation ont les valeurs 
suivantes : v 

- BVf est corapris entre 80 et 120 ; 

20 - S V r est compris entre 8 et 1 5 h" 1 ; a 

- LV r est superieur ou egal a 3 m/h et inferieur ou egal a 4,8 m/h . 

y) au cours de l'etape c), les parametres dilution ont les valeurs 

suivantes : 

- BV e est compris entre 3 et 7 ; 

25 - LV e est inferieur a lm/h, de preference inferieur a 0,5 m/h. 

On peut utiliser comme produit de depart dans le procede selon 
rinvention soit du lait, soit du lactoserum, preferentiellement issus de la vache. Le 
lactoserum est le liquide residuel obtenu apres Textraction des proteines et de la matiere 
grasse du lait ou du petit-lait. On distingue en general deux categories de lactoserum, selon 

30 que son acidite est inferieure ou superieure a 1,8 g d'acide lactique/I : le lactoserum doux, 
issu de la fabrication de fromage a pate pressee cuite ou non cuite (emmenthal, saint-paulin 
etc.) et le lactoserum acide, issu de la caseine ou d'autres fromages obtenus par coagulation 
mixte ou lactique (pates molles, pates fraiches). La composition moyenne du lactoserum 



cloux est a titre indicatif, pour 61 g de matieres seches par kg de lactoserum, de 42 a 48 g 
de lactose, 8 g de proteines, 2 g de graisses, 5 a 7 g de mineraux, 1 a 5 g d'acide iactique et 
le reste en mineraux et vitamines. 

~ Pre ferenHellement," on utilise du fait/ et 

5 avantageusement du lait de vache, dont la composition permet, par le procede selon 
('invention, Tobtention d'un isolat de proteines ayant des proprietes biologiques plus 
interessantes. 

Dans la premiere etape du procede, le lait ou le lactoserum sont sterilises 
et degraisses par ecremage, de faipon connue : 
10 L/ecremage du lait designe la separation de la creme du lait, quel que soit 

le procede mis en oeuvre pour obtenir cette separation. 

De fa<?on traditionnelle, la fabrication de la creme se fait selon un 
processus naturel : lorsque le lait repose, les elements qui le composent se separent en 
fonction de leur densite. Les globules de matiere grasse etant plus legers que l'eau 
15 remontent a la surface pour former une couche de creme. En production industrieile, la 
formation de la creme est acceleree par passage du lait dans une ecremeuse centrifuge. 

De fa9on habituelle, la pasteurisation est faite par un chauffage controle 
de courte duree de fa9on a eliminer les germes pathogenes eventuellement presents. dans la 
creme. Avantageusement, la pasteurisation est faite a une temperature comprise entre 80 et 
20 95°C. 

La matiere premiere sterile et degraissee est alors passee sur une resine 
echangeuse de cations. Selon Tinvention la resine echangeuse de cations est une resine 
greffee par des fonctions acides fortes et ayant une capacite d'echange d'ions comprise 
entre 200 et 1000 pE/ml, de preference entre 400 et 700 p.E/ml. Notamment elle peut etre 

25 greffee par des fonctions acide sulfonique, generalement sous forme de sels de sulfonate 
pour leur mise en ceuvre, la nature du sel etant determinee par la solution qui a servi a 
conditionner la colonne avant la mise en ceuvre du procede. Preferentiellernent, on choisit 
un greffage par des groupements aromatiques ou aliphatiques porteurs de fonctions acide 
sulfonique, encore plus preferentiellernent sous forme de sels de propyl sulfonate. La 

30 resine sur laquelle sont greffees les fonctions acide sulfonique peut etre de toute nature, 
notamment polyacrylique ou polystyrene. La granulometrie de la resine est 
avantageusement comprise entre 100 j.im et 900 |.im, de preference entre 200 et 750 (.im, 
encore plus preferentiellernent entre 250 et 600 \xm. La resine utilisable selon Tinvention 
doit preferentieUement presenter une densite superieure a 1,15. 



Parrni les resines commercialement disponibles utilisables dans la 
presente invention, on petit citer notamment : la resine Trisacryl SP ® commercialisee par 
la societe BIOSEPRA. ia resine MacroPrep High S® commercialisee par la societe 
BioRad. De preference, on choisit une resine polystyrene greffee par des fonctions alkyl ou 
5 aryl sulfonate. 

La resine est conditionnee dans une colonne avant son utilisation, de 
. fapon connue de Thomme du metier, par traitement par une solution desinfectante et 
rin<?age afm d'eviter la contamination par des micro-organismes. Elle est ensuite equtlibree 
par passage d'une solution tampon et rhwpage. 
1 0 L'etape b) de fixation de la matiere premiere, lait ou lactoserum, sterile et 

degraissee, se deroule dans les conditions preferentielles suivantes : 

La resine est conditionnee dans une colonne dont la temperature est 
maintenue entre 2 et 15°C, preferentiellement entre 4 et 12°C. Preferentiellement, Ia 
colonne est alimentee en matiere premiere par le bas. Avantageusement on travaille en lit 
1 5 fluidise. De preference les parametre de fixation sont ajuste de fa9on a ce que : 

- BVf est compris entre 50 et 400, preferentiellement entre 80 et 1 50 ; . 

- SVr est compris entre 5 et 40 h" ! , preferentiellement entre 8 et 20 bf 1 ; ; 

- LV> est compris entre 3 et 4,3 m/h, preferentiellement entre 3,2 et 

4m/h. 

20 Par I'echange d ! ions, les proteines de la fraction laitiere utilisee comme 

produit de depart viennent se fixer sur les fonctions acides de la resine. Le choix des 
parametres de fixation selon Tinvention permet d'operer une fixation selective des proteines 
sur la colonne. Dans des conditions classiques de fixation du lait sur une resine cationique, 
la lactoferrine et la lactoperoxydase, majoritaires, se fixent preferentiellement sur la resine. 

25 Dans le procede selon Ti'nvention, les autres proteines, minoritaires, ayant un point 
isoelectrique eleve, done chargees positivement au pH de la matiere premiere utilisee (soit 
pH entre 6 et 7), sont favorisees par les conditions de fixation definies ci-dessus et leur 
proportion dans le melange de proteines fixees sur la resine est significativement 
superieure a leur proportion dans le produit de depart. Le procede selon Tinvention permet 

30 ainsi d f isoler une fraction laitiere ayant une composition en proteines nouvelle par rapport 
aux compositions proteiques laitieres de l'art anterieur et presentant des proprietes 
biologiques interessantes. 

L'etape c) dilution des proteines fixees, se deroule dans les conditions 
preferentielles suivantes : 




La resine est maintenue a une temperature comprise entre 2 et 15°C, 
preferentieilement entre 4 et 12°C. Preferentieilement, la colonne est aiimentee en matiere 
premiere (solution aqueuse salee) par le haut. La solution aqueuse saline employee pour la 
mtsc aroeuvrede'T^ esTgenefaTemehfuneTolffi metaT aTcaTih* 

lei que K+, Na-K Ca+, Mg+. De preference on emploie une solution aqueuse de chlorure de 
sodium. Avantageusement, la solution aqueuse de sel a une concentration comprise entre 2 
et 25%, preferentieilement de 5 a 15% en poids de sel par poids de liquide. De preference, 
la force ionique de la solution aqueuse de sel est comprise entre 1 et 2 M. Le pH de la 
solution dilution est generalement compris entre 6 et 7, avantageusement entre 6,5 et 7. 

De preference les parametres d'elution ont les valeurs suivantes : 

- BV e est compris entre 3 et 5 ; 

- LV C est inferieur a 0,5 m/h. 

De fa9on connue, la colonne de resine est lavee avant une nouvelle 

utilisation. 

Apres cette etape, Teluat obtenu contenant le melange de proteines de lait 
est soumis de fa<?on connue a une ou plusieurs etapes d'ultrafiltration et de diafiltration 
destinees a eliminer les sels. D'autres moyens connus de Thomme du metier tels que 
Pelectrodialyse ou le passage sur des resines anioniques et cationiques faibles peuvent etre 
employes dans cette etape en remplacement de 1'ultrafiltration et de la diafiltration. De 
preference, ce traitement est effectue jusqu'a Tobtention d'un permeat ayant une 
conductivite inferieure a 15 mS. Tout autre procede permettant d'eliminer les sels, comme 
notamment Telectrodialyse peut etre utilisee en remplacement de cette etape. La solution 
est alors soumise a une microfiltration destinee a steriliser le retentat d'ultrafiltration avant 
sechage. D'autres moyens techniques peuvent etre employes pour steriliser la fraction 
laitiere obtenue a cette etape, notamment un traitement thermique adapte, des ultrasons ou 
des champs electriques pulses. 

Preferentieilement, le produit dessale et sterilise est seche de fa<?on a 
obtenir la fraction laitiere issue du procede de ^invention sous forme d ! une poudre, ce qui 
permet ensuite son conditionnement et son stockage. De facpon connue, le sechage peut etre 
fait par lyophilisation ou par atomisation. 

La fraction proteique laitiere, preferentieilement issue du lait de vache et 
obtenue par le procede selon Tinvention est nouvelle. Sous forme seche, elle est 
caracterisee en ce qu f elle est dotee : 

- d'une teneur en protei.oe superieure a 90%, 



- d'une teneur en sels mineraux inferieure a 1%, 

- (fune teneur en matieres grasses inferieure a 1%, 

- d'une teneur en lactose inferieure a 1%, 

- d'une teneur en humidite inferieure a 5%, 

5 - d'une teneur en lactoferrine superieure a 30%, et inferieure a 80%, 

- d'une activite lactoperoxydase superieure ou egale a 120 unites ABTS 
par nig d'isolat (ABTS = 2,2 > -Azino-bis-(3-ethyI Benzo ThiazoIine-6-Sulfonic Acid), 

- d'un pH en solution a 2%.compris entre 6 et 7,5, 

- d'une purete spectrophotometrique en UV-visible definie par un ratio 
10 DO 4,2 /DO 280 <0,l5. 

- de proteines ayant un point isoelectrique superieur ou egal a 8, les 
pourcentages etant donnes en poids par rapport au poids de matiere seche de la fraction 
laitiere selon l'inyention. 

La mesure de DO k 412 nm donne une evaluation quantitative de la 
1 5 lactoferrine et de la lactoproxydase presentes dans la fraction proteique laitiere. 

La mesure de DO a 280 nm donne une evaluation quantitative de, la 
totalite des proteines presentes dans la fraction proteique laitiere. 

Le ratio DO 4I2 /DO 280 <0,15 montre que la lactoferrine et la. 
lactoperoxydase sont sous-representees par rapport aux autres proteines dans la 
20 composition selon Pinvention par comparaison avec les proportions dans lesquelles eiles 
sont presentes dans le lait et dans les fractions proteiques laitieres de Tart anterieur. 

De preference, la fraction proteique laitiere obtenue par le procdde selon 
('invention repond au moins a Tune des caracteristiques suivantes : 

- une teneur en proteine superieure a 95%, 

25 - une ieneur en sels mineraux inferieure a 0,5%, 

- une teneur en matiere grasses inferieure a 0,5%, 

- une teneur en lactose inferieure a 0,5%, 

- une teneur en humidite inferieure a 4%, 

- une teneur en lactoferrine superieure a 50% et inferieure a 80%, 
30 - un pH en solution a 2% compris entre 6 et 7,2, 

- une purete. spectrophotometrique en UV-visible definie par un ratio 
DO 4,2 /DO 28(, <0,l. 

- contient des proteines ayant un point isoelectrique comprise entre 8,2 et 

8,7. 




Les compositions selon l'invention presentent des propri6tes 
avantageuses : notamment elles favorisent la croissance des cellules osteoblastiques 
(cellules CaCo-2 et MC3T3). 

" " C^s proprt6tes ainsi que Ies^ prbpriefes~deja coririiies des " fractions 

5 proteiques laitieres de l'art anterieur permettent d'envisager l'utilisation de ces 
compositions dans de nombreuses applications, notamment dans les domaines alimentaire 
et pharmaceutique. L'invention a done egalement pour objet toute composition alimentaire, 
pharmaceutique et tout produit d'hygiene comprenant une fraction proteique laitiere selon 
['invention. 

1 0 Une composition alimentaire selon l'invention pourra par exemple etre un 

lait alimentaire, en particulier un lait destine a 1'alimentation infantile, obtenu par simple 
rehydratation de la poudre de fraction proteique laitiere selon l'invention. L'invention a 
done pour objet I'utilisation d'une fraction proteique laitiere selon l'invention pour la 
preparation d'un lait alimentaire. 

15 L'invention a egalement pour objet des compositions alimentaires 

comprenant une fraction proteique laitiere selon l'invention et d'autres ingredients 
alimentaires. On peut en particulier envisager d'additionner la fraction proteique laitiere 
selon l'invention a un lait de vache afin d'enrichir celui-ci en certaines prot&nes. La 
presence de calcium dans les aliments comprenant la fraction proteique laitiere selon 

20 l'invention sera particutierement benefique dans la mesure ou cette fraction proteique 
laitiere ameliore l'absorption du calcium par l'organisme humain. 

L'invention a done egalement pour objet Tassociation d'une fraction 
proteique laitiere selon l'invention avec du calcium. 

L'invention porte egalement sur les kits alimentaires comprenant 

25 plusieurs constituants conditionnes de fa<?on isolee, destines a une preparation 
extemporanee de I'aliment et comprenant de la poudre de fraction proteique laitiere selon 
['invention. 

De tels aliments peuvent etre utilises pour la prevention de pathologies 
telles que : retard de croissance, osteoporose, fragilite osseuse, fractures osseuses, 
30 rhumatismes, arthrose, maladies periodontales . . . 

Une composition pharmaceutique selon l'invention, comprenant au moins 
une fraction proteique laitiere selon Tinvention et un support pharmaceutiquement 
acceptable peut etre utilisee dans le traitement d'une ou plusieurs des pathologies 



suivantes : retard de croissance, osteoporose, fragilite osseuse, fractures osseuses, 
rhumatismes, arthrose, maladies periodontales... 

Bien entendu une telle composition peut en outre comporter un ou 
plusieurs autres actifs therapeutiques. Du calcium peut avantageusement etre associe a la 
5 fraction proteique laitiere selon 1'invention. Une telle association fait partie de la presente 
invention. En effet, une fraction proteique laitiere selon rinvention permet d'ameliorer 
. Tabsorption du calcium dans l'organisme, ce qui permet d'ameliorer Veffet renfor?ateur des 
os. 

Des compositions pharmaceutiques ou des complements alimentaires 
10 selon rinvention peuvent etre administres sous toute forme appropriee telle que sous forme 
de poudre, de granules, de companies, de geiules, de boisson, comme par exemple en 
solution ou en sirop. La frequence d'administration et la dose a administrer sont adaptes de 
facon connue en fonction du poids et de Tage de Pindividu. 

Sont egalement indues dans la presente invention, les produits d'hygiene, 
15 notamment les produits destines a l'hygiene de la cavite buccale, tels que les dentifrices 
sous forme de gel ou de pate, les bains de bouche, les gommes a macher, comprenantiune 
fraction proteique laitiere selon rinvention. 

EXEMPLES: 

Conditions generates : 

20 La resine employee dans les exemples ci-dessous est une resine Tris^cryl 

SP ®. Elle subit les traitements de conditionnement suivants avant sa mise en ceuvre 
initiale : mise en contact avec une solution aqueuse a 0,4% du disinfectant ASEPTO ®, a 
raison de 3 litres de disinfectant par kilo de resine humide, suivie d'un rinpage. Mise en 
equilibre par passage d ? un tampon acetate (80 mM, pH=5,3) contenant du chlorure de 

25 calcium (33 g/l) et du chlorure de potassium (50 g/1), a raison de 4 litres de ce tampon par 
kilo de resine humide. Enfin la resine est rincee a l'eau jusqu'a Tobtention d'un eluat ayant 
un pH compris entre 6 et 7 et une conductivite inferieure a 5 mS. 

Apres chaque sequence de fixation de matiere premiere et dilution, la 
resine est nettoyee par traitement enzymatique a la protease alcaline de Bacillus 

30 licheniformis en tampon a pH=8, a 60°C pendant 2 heures, puis traitement par une solution 
de NaCl a lOOg par litre pendant trente minutes (repete 2 fois). Avant sa reutilisation, elle 
est soumise au traitement de conditionnement expose ci-dessus. 

^ultrafiltration est effectuee sur Teluat a une temperature comprise entre 
5 et I0°C sur des membranes organiques dont le seuil de coupure est de lOkD. Le facteur 




de concentration volumique pratique est compris entre 10 et 12. La diafiltration est 
effectuee a une temperature comprise entre 15 et 25°C sur les memes membranes, en 
utiiisant un volume d'eau demineralisee compris entre 8 et 10 fois le volume de retentat 
obtenu a Tissue de rultrafiltration du pennearinfSrieur^a 

ISmS. 

La micro filtration est effectuee a 35°C a partir du retentat issu de 
rultrafiltration /diafiltration sur des membranes ceramiques de seuil de coupure de 1,4 Jim. 

Le sechage du permeat de microfiltration est effectue sur une tour 
d'atomisation a turbines avec une temperature d'entree de 140°C et une temperature de 
sortie de 80°C 

Caracteristique de la resine : 

La resine SPEC 70 est constitute d'un support chimiquement inerte et 
mecaniquement resistant. 

Chimiquement, le support est fabrique par polymerisation de AMPS : 2- 
acrylamide 2-methyl propane sulfonic acid. La resine a une capacite d'echange d'ions 
entre 400 et 700 \xE/ml et une capacite de fixation proteique mesuree sur la lactoferrine 
(minimum 20 mg/ml) ou la lactoperoxydase (minimum 40 mg/ml) ou le lysozyrne 
(minimum 70 mg/ml) ; sa densite est superieure a 1,15 et sa granulomere se situe entre 
250 et 560 \xm. 

Exemple 1 : 

300000 litres de lait ecreme et traite thermiquement a 68°C pendant 15 
secondes, sont passes a 10°C sur 3000 litres de resine echangeuse de cations (SPEC 70 
fournie par BIOSEPRA) a un debit de 14000 litres /h en flux ascendant dans deux colonnes 
fonctionnant en parallele et ayant chacune un rayon de I metre. 

Les proteines fixees sur le r6sine sont eluees par 9000 litres d'une 
solution de chlorure de sodium a 10% en flux descendant. 

L'eluat obtenu presente un pH de 6,5 et une extrait sec de 80 g/kg. II est 
passe sur membranes d'ultrafiltration de seuil de coupure de 10 kD et de 17 m 2 de surface 
fournies par DSS, a 11°C avec un flux de permeation de 161/h/m 2 jusqu'a obtenir un 
facteur de concentration volumique de 7. 

Le retentat a un pH de 5,9 et un extrait sec de 170 g/kg ; afin d'eliminer 
le sel, ce retentat est ensuite diafiltre sur les memes membranes a 25°C avec de Teau k 
hauteur de 70% du volume d'eluat mis en oeuvre et jusqu'a obtenir un facteur de 
-concentration volumique de 9,5 en final avec un flux de permeation de 161/h/m 2 . 



Le retentat diafiltre a un pH de 6,5 et un extrait sec de 95 g/kg ; il est 
alors passe sur membranes de microfiltration de porosite de 1 ,4 jxm a 30°C avec un flux de 
permeation de 320 1/h/m 2 . Le pemieat de cette microfiltration presente un pH de 6,6 et un 
extrait sec de 75 g/kg. 

5 Ce permeat est ensuite seche sur une tour d'atomisation munie d'une 

turbine ; la temperature d'entree en tour est de 140°C et la temperature de sortie est de 
S0°C 

L'isolat poudre ainsi obtenu presente les caracteristiques suivantes : 
-Humidite:4,7%, 
1 o - Proteines (Nx6,38) : 96,2% dont : 

Lactoferrine : 54% 

Lactoperoxydase : 125 unite ABTS/mg 
-Cendres : 0,1% dont : 
Na : 0,02% 

15 CI: 0,44% v 

- Purete spectrophotometrique : D0 4l2 /D0 280 = 0,06, 
Le profil electrophoretique obtenu par isofocalisation avec revelation au 
nitrate d' argent est illustre par la figure 1. Sur la figure 1 on compare la repartition des 
points isoelectriques de la fraction proteique laitiere selon Finvention (notee LN06) et un 
20 produit de reference note Std qui est un kit de calibration proteique commercialise par la 
Societe Pharmacia sous la reference 17047101 et denomme « Isoelectric Focusing 
Calibration Kit Broad PI 3-10 ».On constate que sont majoritairement presentes des 
proteines ayant des points isoelectriques eleves (autour de 8,4). 
Exemple 2 : 

25 4,4 litres de serum acide natif de caseinerie (pH 4,7, extrait sec 65 g/kg) 

sont passes a 10°C sur 22 ml de resine echangeuse de cations (SPEC 70 fournie par 
BIOSEPRA) a un debit de 400 ml/h en flux descendant dans une colonne ayant un 
diametre de 15 mm. 

Les prot&nes fixees sur la resine sont eluees par 90 ml d'une solution de 
30 chlorure de sodium a 10% en flux descendant. 

Afin d'eliminer le sel, Teluat obtenu (100 ml) est ensuite dialyse contre 
de Feau demin6ralisee pendant 48 heures a 4°C. 

Le produit dialyse presente les caracteristiques suivantes : 

- Extrait sec : 1,5 g/kg, 
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- pH : 5,4, 

- Conductivite : 24 \iS, 

- DO 4,2 <0,005, 

- "DO 2R0 = 4;6 (0,4<3 dilue 1 0 fois). 
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REVINDICATIONS 



I. Precede d'isolement de proteines de lait a partir de lait ou d'un 
5 lactoserum comportant les etapes suivantes : 

a) le lait ou le lactosenim est sterilise et degraisse ; 

b) la fraction laitiere issue de l'etape a) est passee sur une resine 
echangeuse de cations conditionnee dans une colonne dilution ; 

c) la fraction retenue sur la resine est 61uee par une solution aqueuse 

10 salee ; 

d) l'eluat resultant de l'etape c) est dessale et sterilise. 
Ce procede etant caracterise en ce que : 

a) la resine echangeuse de cations est une resine greffee par des 
fonctions acides fortes ; 

15 le parametre BV designant le rapport du volume de matiere premiere au 

volume de resine humide dans la colonne, 

le parametre SV designant le rapport du debit d'alimentation de la 
colonne au volume de resine humide dans la colonne, 

le parametre LV designant le rapport du debit d'alimentation de la 
20 colonne a la section de la colonne, 

P) au cours de l'etape b), les parametres de fixation ont les valeurs 

suivantes : 

- BV r est compris entre 80 et 120 ; 

- SV r est compris entre 8 et 15 h" 1 ; 

25 - LV> est superieur ou egal a 3 m/h et inferieur ou egal a 4,8 m/h . 

y) au cours de Tetape c), les parametres dilution ont les valeurs 

suivantes : 

- BV e est compris entre 3 et 7 ; 

- LV e est inferieur a 1 m/h. 

30 2. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que le produit de 

depart est du lait de vache. 

3. Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce que la resine echangeuse de cations est une r6sine greffee par des 




Fonctions acides Fortes ayant une capacite d'echange d'ions comprise entre 200 et 
lOOO^iE/ml. 

4. Procede selon la revendication 3, caracterise en ce que la resine est 
greFfee par des Fonctions acide sulFonique ou sel de^uTfonate. 

5. Procede selon la revendication 4, caracterise en ce que la resine est 
greffee par des Fonctions propyl sulFonique ou propyl sulfonate. 

6. Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce que la granulometrie de la resine est comprise entre 100 |j.m et 900 jam, de 
preference entre 200 et 750 jam, encore plus preFerentiellement entre 250 et 600 jam 

7. Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce que au cours de I'etape b) de fixation de la matiere premiere, une ou 
plusieurs des conditions suivantes sont remplies : 

- BVf est compris entre 50 et 400 ; 

- S Vp est compris entre 5 et 40 h~ 1 ; 

- LVr est compris entre 3 et 4,3 m/h. 

8. Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce que au cours de I'etape b) la resine est conditionnee dans une colonne dont 
la temperature est maintenue entre 2 et 15°C, 

9. Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce que au cours de I'etape c) dilution des proteines fixees, Tune au moins 
des conditions suivantes est remplie : 

- BV e est compris entre 3 et 5 ; 

- LV e est inferieur a 0,5 m/h. 

10. Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce que au cours de I'etape c) la r6sine est conditionnee dans une colonne dont 
la temperature est maintenue entre 2 et 15°C. 

11. Procede selon Pune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce que la solution aqueuse saline employee pour la mise en oeuvre de 
Tinvention est une solution d f un chlorure d'un metal alcalin choisi parmi K+, Na+, Ca+, 
Mg+. 

12. Procede selon la revendication 11, caracterise en ce que la solution 
aqueuse saline est une solution aqueuse de chlorure de sodium 
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13. Precede selon la revendication 12, caracterise en ce que la solution 
aqueuse saline est d'une concentration comprise entre 2 et 25% en poids de sel par poids de 
liquide. 

14. Procede selon la revendication 12, caracterise en ce que la solution 
5 aqueuse saline a ime force ionique comprise entre 1 et 2 M. 

15. Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce que le pH de la solution aqueuse saline dilution est compris entre 6 et 7, 
avantageusement entre 6,5 et 7. 

16. Procede selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
10 caracterise en ce que le dessalage est fait par ultrafiltration et diafiltration. 

17. Procede selon la revendication 16, caracterise en ce que les 
traitements d'ultrafiitration et de diafiltration sont effectues jusqu'a 1'obtention d'un permeat 
ayant une conductivity inferieure a 15 mS. 

18. Procede selon 1'une quelconque des revendications ; precedentes, 
1 5 caracterise en ce que la sterilisation est faite par microfiltration. 

19. Procede selort Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce que le produit dessaie et sterilise est seche de fa<?on a obtenir la fraction 
laitiere issue du procede de ['invention sous forme d'une poudre. 

20. Fraction proteique laitiere caracterisee en ce qu'elle est susceptible 
20 d'etre obtenue par le procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 19. 

2L Fraction proteique laitiere, caracterisee en ce qu'elle repond aux 
caracteristiques suivantes : 

- une teneur en proteine superieure a 90%, 

- une teneur en sels mmeraux inferieure a 1%, 
25 - une teneur en matiere grasses inferieure a 1%, 

- une teneur en lactose inferieure a 1%, 

- une teneur en hurnidite inferieure a 5%, 

- une teneur en lactoferrine superieure a 30% et inferieure a 80%, 

- une activite lactoperoxydase superieure ou egale a 120 unites ABTS par 

30 mg d'isolat, 

- un pH en solution a 2% compris entre 6 et 7,5, 

- une purete spectrophotometrique en UV-visible defmie par un ratio 
DO 412 /DO 2 *°<0,15, 

- de proteines ayant un point isoelectrique superieur ou 6gal a 8, 
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les pourcentages etant donnes en poids par rapport au poids de matiere 
seche de la fraction laitiere selon Tinvention. 

22. Fraction proteique laitiere selon la revendication 21, caracterisee en 

"~ *~ ce qii'eire repdrid" aCTmoTh¥a riinede^cai^ 

5 - une teneur en proteine superieure a 95%, 

- une teneur en sels mineraux inferieure a 0,5%, 

- une teneur en matiere grasse inferieure a 0,5%, 

- une teneur en lactose inferieure a 0,5%, 

- une teneur en humidite inferieure a 4%, 

10 - une teneur en lactoferrine superieure a 50% et inferieure a 80%, 

- un pH en solution a 2% compris entre 6 et 7,2, 

- une purete spectrophotometrique en UV-visible definie par un ratio 
DO 4,2 /DO 2 *°<0,l. 

- des proteines ayant un point isoelectrique compris entre 8,2 et 8,7. 

15 23. Fraction proteique laitiere selon Tune quelconque des revendications 

20 a 22, caracterisee en ce qu'elle est issue du lait de vache. 

24. Association d'une fraction proteique laitiere selon Tune quelconque 
des revendications 20 a 23 avec du calcium. 

25. Composition alimentaire, caracterisee en ce qu'elle comporte une 
20 fraction proteique laitiere selon Tune quelconque des revendications 20 a 24. 

26. Kit alimentaires comprenant une poudre de fraction proteique laitiere 
selon Tune quelconque des revendications 20 a 24. 

27. Utilisation d'une fraction proteique laitiere selon Tune quelconque des 
revendications 20 a 23, pour la preparation d'un lait alimentaire 

25 28. Utilisation d f une fraction proteique laitiere selon Tune quelconque des 

revendications 20 a 24, pour la preparation d r un aliment destine a la pr6vention d T une 
pathologies selectionnee parmi : retard de croissance, osteoporose, fragilite osseuse, 
fragilite osseuse, fractures osseuses, rhumatismes, arthrose, maladies periodontales. 

29. Utilisation d'une fraction proteique laitiere selon Tune quelconque 
30 des revendications 20 a 24 pour la preparation d'un aliment destine k favoriser ia 

croissance des osteoblastes. 

30. Composition pharmaceutique caracterisee en ce qu ! elle comprend au 
moins une fraction proteique laitiere selon l*une quelconque des revendications 20 a 24 et 
un support pharmaceutiquement acceptable. ... 




31. Utilisation d'une fraction proteique laitiere selon Tune quelconque des 
revendications 20 a 24, pour la preparation d'un medicament destine a la prevention et/ou 
au traitement d'une pathologies selectionnee parmi : retard de croissance, osteoporose, 
fragilite osseuse, fragilite osseuse, fractures osseuses, rhumatismes, arthrose, maladies 
periodontales. 

32. Utilisation d^ine fraction proteique laitiere selon Tune quelconque des 
revendications 20 a 24, pour la preparation d'un medicament destine a ameliorer 
Pabsorption du calcium dans l'organisme. . 

33. Utilisation d'une fraction proteique laitiere selon Tune quelconque 
des revendications 20 a 24 pour la preparation d'un medicament destine a favoriser la. 
croissance des osteoblastes. 

34. Produit d'hygiene caracterise en ce qu'il comprend au moins une 
fraction proteique laitiere selon Tune quelconque des revendications 20 a 24. 
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